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       ABSTRAKT 
Táto práca sa zaoberá využitím systému FLIM v konfokálnej mikroskopií. Popisuje základné 
pojmy, ktoré úzko súvisia s danou témou, ako je princíp fluorescencie, fluorescenčné 
značenie a podstata fluorescenčnej a konfokálnej mikroskopie. Praktická časť sa venuje práci 
s konfokálnym mikroskopom, na ktorom je zaobstaraná sada intenzitných snímkov rastlinnej 
a živočíšnej bunky. Konečným produktom praktickej časti bakalárskej práce sú snímky, na 
ktorých je v pseudofarbách vyobrazená doba života fluorescencie. V práci je tiež popísaný 
algoritmus k vytvoreniu pseudofarebných snímkov. K algoritmu je vytvorené uživateľské 
prostredie. 
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       ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with the FLIM system utilization in confocal microscopy. It 
describes basic concepts which are closely related to the topic, such as principles of 
fluorescence, fluorescent dyes and principles of both fluorescence and confocal microscopy. 
Practical part involves work with the confocal microscope and set of intensity images 
acquisition of both the animal and plant cells. Final product of pratical part is fluorescence 
lifetime image. The thesis also describes an algorithm for generating a pseudocolor frames 
and created user interface. 
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1 Úvod 
Táto bakalárska práca sa zameriava na využitie systému FLIM v konfokálnej mikroskopií. 
V prvej časti popisuje pojem fluorescencia, ktorého vysvetlenie je vrámci tejto práce 
nevyhnutné. Jej využitie v prírodných vedách sa v posledných dvoch desaťročiach dostáva 
v rozličných oblastiach výzkumu stále viac do popredia, od biologických vied ako 
biotechnológia, prietoková cytometria, forenzná a genetická analýza, cez aplikácie v klinickom 
sektore, až po monitorovnie životného prostredia. V dôsledku rýchleho technologického 
pokroku, charakteristického pre túto dobu, sa oblasť využitia fluorescencie rýchlo rozširuje 
a stáva sa dôležitou aj pre ďaľšie odvetvia ako sú napríklad vývoj nových materiálov, alebo 
kontrola kvality polovodičových materiálov. V práci je ďalej vysvetlený princíp fluorescenčnej 
a konfokálnej mikroskopie a bližšie zoznamuje s mikroskopom TCS SP8 X od firmy Leica, na 
ktorom sa v súvislosti s praktickou časťou pracovalo. V rámci bakalárskej práce sa uskutočnili 
testovacie merania so systémom FLIM na reze konvalinkou a hlavné merania, ktoré prebehli na 
rozdielne značených myocytoch. Zaobstarané snímky z konfokálneho mikroskopu sa následne 
upravili v prostredí Matlab do výslednej podoby pseudofarebného vyobrazenia doby života 
fluorescencie. Práca ďalej zahŕňa popis vytvorenia uživateľského rozhrania a postup práce sním. 
V záverčnej časti bakalárskej práce sú prezentované dosiahnuté výsledky. Jednotlivé výsledky sú 
medzi sebou porovnané, rovnako aj metóda kvazi FLIM s klasickým FLIM systémom. 
2 Fluorescencia 
Fluorescencia patrí medzi deje, ktoré sa spoločne nazývajú luminiscencia. Luminiscencia je dej, 
kedy dochádza k emisii žiarenia hmotou. Princíp luminiscencie funguje na základe toho, že 
elektrón v excitovanom stave je párovaný na základe opačného spinu s elektrónom v základnom 
energetickom stave. Návrat do základného energetického stavu je spinovo povolený, v dôsledku 
čoho dochádza k rýchlej emisii fotónu. Rýchlosť emisie pri fluorescencí je obyčajne 108 s-1, čo 
znamená, že trvanie fluorescencie sa blíži hodnote približne 10 ns. Doba existencie fluorescencie 
je čas medzi excitáciou a návratom späť do základného stavu. Substancie, ktoré sú schopné 
vykazovať fluorescenciu nazývame fluorofóry a jedná sa o  aromatické molekuly.[3] 
Prvým objaveným fluorofórom bol chinín v roku 1845. Zapríčinil sa o to anglický astronóm 
a matematik Sir John Fredrich William Herschel. Ten ako prvý popísal fluorescenčnú vlastnosť 
chinínu, keď preukázal, že chinín na slnečnom svetle emituje modré svetlo vlnovej dĺžky 
približne 450 nm.[3] 
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2.1 Jablonského diagram 
Fluorescencia je jav, ktorý je výsledkom procesu skladajúceho sa z viacerích štádií. Jablonského 
diagram znázorňuje základné fotofyzikálne procesy, ktoré sa vyskytujú medzi absorbciou a 
emisiou. Je pomenovaný podľa ukrajinského profesora Alexandra Jablonskeho, ktorý je 
považovaný za otca fluorescenčnej spektroskopie.[3][1] 
Na počiatku celého deju stojí žhaviaca lampa, alebo laser. Tento zdroj svetla emituje fotón 
s energiou rovnou hvEX , ktorý je absorbovaný fluorofórom. Tým sa dosiahne excitácia elektrónu 
zo základnej hladiny do vyššieho energetického stavu (S1'). Excitovaný stav pretrváva len určitý 
čas, zvyčajne 1 – 10 nanosekúnd. Fluorofór počas tohto času podlieha konformačným zmenám 
a je taktiež predmetom mnohých interakcí v rámci molekulárneho prostredia. Tieto procesy majú 
za následok nasledujúce deje. Po prvé, energia S1' je čiastočne rozptýlená, čím sa dosiahne 
relaxovaný excitovaný stav S1. Jedná sa o najnižšiu vibračnú hladinu najnižšieho excitovaného 
stavu. Po druhé, nie všetky molekuly excitované absorbciou fotónu sa vracajú do základného 
stavu S0. Kvantový výťažok fluorescencie, čo je pomer počtu fluorescenčných fotónov 
emitovaných k počtu fotónov absorbovaných, je meradlom relatívneho rozsahu, v ktorom 
k týmto procesom dochádza.V nasledujúcej fáze dochádza ku prechodu z hladiny S1 do S0, čiže 
do základného energetického stavu. Tento prechod je charakteristický vyžiarením nadbytočnej 
energie v podobe emisie fotónu a nazýva sa žiarivý prechod. Dochádza tak k fluorescencii.[3] 
Celý fluorescenčný proces je cyklický, až do fáze, kedy je fluorofor v excitovanom stave 
nenávratne zničený. To znamená, že jeden fluorofor môže byť opakovane excitovaný a následne 
detekovaný. Táto skutočnosť, že jeden fluorfor dokáže generovať tisíce detekovateľných fotónov 
je zásadná pre vysokú citlivosť fluorescenčných techník. Pre polyatómové molekuly (častica, 
ktorá má viac ako dva atómy) v roztoku platí, že elektronické prechody hvEX a hvEM, 
reprezentované na obrázku č.1 sú nahradené pomerne širokým spektrom energie nazývaným 
spektrum fluorescenčnej excitácie, respektíve spetrum fluorescenčnej emisie. Šírka pásma týchto 
spektier je parameter osobitého významu pre aplikácie, v ktorých simultánne prebieha detekcia 
dvoch, alebo viacerych fluoroforov. Spektrum fluorescenčnej excitácie jedného druhu fluoroforu 
v zriedenom roztoku je obvykle zhodné s jeho absorbčným spektrom. Absorbčné spektrum môže 
byť preto použité ako náhradný set dát excitačného spektra. Za rovnakých podmienok je 
spektrum fluorescenčnej emisie nezávyslé na excitačnej vlnovej dĺžke v dôsledku čiastočného 
rozptylu excitačnej energie počas priebehu excitovaného stavu. [1]  
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Obr.1: Jablonskeho diagram. [1] 
 
2.2 Stokesov posun 
Z Jablonskeho diagramu sa dá ďalej vypozorovať, že energia emisie je všeobecne menšia, ako tá 
absorbčná. Tento jav sa nazýva Stokesov posun, ktorý bol prvýkrát pozorovaný G.G. Stokesom 
v roku 1852. Ten realizoval jednoduchý experiment na chiníne, kde ako zdroj využil ultrafialové 
žiarenie zo slnečného svetla. Svetlo absorbované chinínom následne vyvolalo fluorescenciu, 
ktorá sa vyskytovala pri 450 nm. Z tohoto experimentu teda vyplýva, že pre molekuly schopné 
fluoreskovať sú energetické straty medzi excitáciou a emsiou bežné. Jeden z hlavných príčin 
Stokesovho posunu je rýchly pokles na najnižšiu vibračnú hladinu S1 a pokles na vyššie vibračné 
hladiny S0, čím dochádza k ďalším stratám excitačnej energie v dôsledku premeny prebytočnej 
vibračnej energie na teplo. [3] 
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Obr.2: Stokesov posun. [18] 
 
Fluorescenčné spektrá vieme rozdeliť na excitačné a emisné. Excitačné spektrum vyjadruje 
závislosť flurescencie na vlnovej dĺžke excitačného žiarenia. Emisné spektrum vyjadruje 
závislosť intenzity fluorescencie na vlnovej dĺžke emitovaného žiarenia. Emisné spektrum je 
popísané niekoľkými nasledujúcimi zákonmi. [3] 
 
2.3 Kashovo pravidlo 
Jednu zo všeobecných vlastností flurescencie popisuje Kashovo pravidlo. To vraví, že tvar 
emisného spektra je nezávislý na excitačnej vlnovej dĺžke, čo znamená, že dokážeme excitovať 
žiarením s ľubovolnou vlnovou dĺžkou. Po excitácii na vyššie vibračné úrovne je prebytočná 
energia rýchlo rozptýlená a opúšťa fluorofór na najnižšej vibračnej hladine S1. Táto relaxácia 
prebieha v časovom úseku približne 10-12 sekúnd. Medzi fluorformi existujú aj výnimky, no vo 
všeobecnosti platí, že emisné spektrá sú zvyčajne nezávislé na excitačnej vlnovej dĺźke práve 
vďaka tejto rýchlej relaxácií. [3] 
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2.4 Zrkadlové pravidlo 
Pre fluorfory platí, že  tvar ich emisného spektra je zrkadlovým obrazom absorbčného spektra. 
Táto symetria je známa ako zrkadlové pravidlo a je výsledkom rovnakýh prechodov, zapojených 
ako do absorbcie, tak do emisie a podobných energetických vibračných hladín S0 a S1. 
Zrkadlové pravidlo úzko súvisí s ďalším zákonom a tým je Franck – Codonov princíp. [3] 
2.5 Franck – Codonov princíp 
Frank – Codonov princíp popisuje zmeny v elektrických a vibračných energetických hladinách 
molekuly počas absorbcie, alebo emisie fotónu. Uvádza, že počas elektronického prechodu, 
ktorý molekula podstupuje, nukleárna konfigurácia molekuly, ako napríklad medzijadrová 
vzdialenosť, alebo väzbové uhly, nepodlieha žiadnym významným zmenám. Je to spôsobené 
faktom, že jadrá sú masívnejšie ako elektróny a preto nevedia reagovať na rýchle elektronické 
prechody. [3] 
3 Fluorescenčné farbivá 
Fluorescenčné farbivá, alebo fluorofory sú chemické zlúčeniny, ktoré dokážu emitovať svetlo vo 
viditeľnej oblasti spektra po predchádzajúcej excitácii. Fluorofory obsahujú vo svojej molekule 
skupinu, ktorá dokáže reagovať s nukleofilnými skupinami. Všeobecne sa fluorofory delia na 
vnútorné (vlastná fluorescencia) a vonkajšie (nevlastná fluorescencia). [12] 
3.1 Vlastná fluorescencia 
Vlastná fluorescencia buniek je daná prítomnosťou vnútorných fluoroforov, ktorých výskyt je 
prirodzený. Takýto typ fluorescencie je príznačný predovšetkým pre proteíny, redukované formy 
NADH a NADPH, vitamín A, cytochrómy, hemoglobín, myoglobín, alebo chlorofyl. [12] 
Hlavnými fluorfórmi v proteínoch sú aromatické aminkyseliny tryptofan, tyrozin a fenylalanin. 
Ich absorbčná oblasť leží v rozmedzí 240-300 nm a emisia rovnako v ultrafialovej oblasti. 
Vďaka najširšiemu emisnému spektru sa ako najviac dominantný javí tryptofan. Jeho 
fluorescencia je veľmi citlivá na okolie, preto sa využíva pri sledovaní konformačných zmien 
a interakcií proteínov. Existujú však aj triedy proteínov (napr. fykobiliproteíny), ktoré abosrbujú 
v oblasti 470-650 nm. Tieto proteíny majú viacero výhod, ako napríklad intenzívna dlhovlnná 
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excitácia a emisia, relatívne veľký Stokesov posun, homogénna štruktúra, alebo fakt, že sú 
rozpustné vo vode. [12][13] 
3.2 Nevlastná fluorescencia 
Fluorescenciu, ktorú vykazujú vonkajšie fluorofory sa nazýva nevlastná, alebo vonkajšia. 
Využitie takýchto fluorofórov sa uplatňuje v oveľa širšich oblastiach, ako využitie vnútorných. 
Na základe toho, akým spôsobom sa viažu k študovanej vzorke sa delia na fluorescenčné značky 
a fluorescenčné sondy. [12] 
Fluorescenčné značky sa k analyzovanej biomolekule viažu kovalentnou väzbou. Ich aplikácia 
má široký záber v oboroch ako imunológia, histochémia, alebo afinitná chromatografia. 
Najčastejšie sa využivajú k fluorescenčnému značeniu proteínov. Medzi najvýznamnejšie značky 
patrí FITC (fluorescein-5-isothiokyanát) a TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanát), ktoré 
sa využívajú v iunofluorescenčných metódach. Absorbčné maximum farbiva FITC sa nachádza 
pri 495 nm, jeho flurescenčné maximum potom pri vlnovej dĺžke 519 nm. Jedná sa teda o zelený 
fluorofor, jeho citlivosť je však značne ovplyvnená hodnotou pH. Excitačné maximum farbiva 
TRITC sa pohybuje v rozmedzí 535-545 nm a jeho emisné maximum má hodnotu 575 nm. 
[12][13] 
Fluorescenčné sondy sa naopak viažu k molekulovej štruktúre nekovalentnou väzbou, pričom 
často menia svoje fluorescenčné vlastnosti. Využívajú sa k štúdiu konformačných zmien 
bielkovín, k analýze hrúbky membrán, membránového potenciálu a podobne. Pre vizualizáciu 
jadrovej DNA sa používa sonda zvaná DAPI. Ďalšie významné sondy sú akridinová oranž 
a ethidium bromid. [12] 
4 Mikroskopia 
Z predchádzajúceho textu o fluorescencií je už jasné, že niektoré štruktúry sú špecifické určitými 
vlastnosťami. Môžu vykazovať rôznu absorbciu v oblasti ultrafialového alebo infračerveného 
spektra a vo svojom natívnom, alebo zafarbenom stave sú schopné fluorescencie. Taktiež majú 
špecifickú optickú aktivitu, alebo vykazujú rozdiely v indexe lomu. Pozorovanie, respektíve 
zviditeľnenie rozdielov v týchto charakteristických vlastnostiach umožňujú špeciálne typy 
mikroskopov, medzi ktoré patrí fluorescenčný mikroskop. [4] 
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4.1 Flurescenčný mikroskop 
Fluorescenčné mikroskopy využívajú fakt, že niektoré látky sú po ožiarení svetlom s kratšou 
vlnovou dĺžkou schopné emitovať svetlo vo viditeľnej oblasti. Pre toto sa väčšinou využíva 
ultrafialová olbasť spektra a priľahlé oblasti viditeľného spektra. Tejto požiadavke musí byť 
samozrejme prispôsobená aj technika. Pre prácu s ultrafialovým svetlom je teda prispôsobená 
optika kondenzoru. Dôležitou súčasťou mikroskopu je dichroické zrkadlo, ktoré smeruje 
excitačné žiarenie s nižšou vlnovou dĺžkou na preparát a prepúšťa emisné žiarenie s vyššou 
vlnovou dĺžkou na okulár. Oproti klasickému optickému mikroskopu sú navyše pridané dva 
filtre. Jeden je umiestnený medzi okom a miestom, kde je uložená vzorka. Tento bariérový, alebo 
emisný filter chráni zrak pred zbytkovým UV žiarením. Druhý, excitačný filter sa nachádza 
medzi vzorkou a zdrojom svetla. Umožňuje excitáciu fluorforu svetlom o želanej vlnovej dĺžke. 
Zvyšná časť optického systému je rovnaká, ako pri optickom mikroskope. [4][5] 
 
Obr.3: Princíp fluorescenčného mikroskopu. [6] 
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4.2 Konfokálny mikroskop 
Technologický pokrok vo fluorescenčnej mikroskopií predstavuje využitie konfokálneho 
mikroskopu. Konfokálny mikroskop dokáže vytvárať ostré snímky pozorovanej vzorky, ktoré by 
sa pod konvenčným mikroskopom už javili ako rozmazané. Všeobecne platí, že rozlišovacia 
schopnosť mikroskopu je daná minimálnou vzdialenosťou dvoch ešte rozlíšiteľných bodov. 
V prípade otpického mikroskopu sa rozlišovacia schopnosť dá odvodiť spojením Rayleighovho 
kritéria a teórie difrakcie na kruhovom otvore. Reyleighove kritérium hovorí, že ľudský zrak 
dokáže zaznamenať predel medzi dvoma difrakčnými krúžami, ak poklesne medzi nimi intezita 
aspoň o 20%. Výsledný vzťah tak má nasledujúci tvar: 
 
(1)  
       
         
      
 
 
  λ je vlnová dĺžka svetla vo vákuu 
 n je index lomu prostredia pred objektívom 
 θ je polovica vrcholového uhla kužela lúčov vstupujúcich do objektívu [9] 
 
Vysoká rozlišovacia schopnosť je dosiahnutá tým, že výsledný obraz je rekonštruovaný bod po 
bode. Svetelný lúč sa teda v jednom kroku zameriava na jediný bod. Nežiadúce rozptýlené svetlo 
tak neznižuje kvalitu obrazu ako v prípade, keď je celý preparát osvetlený v rovnakom čase. 
Svetlo vychádzajúce zo vzorky ďalej putuje k bodovej clone (pinhole). Bodová clona neprepúšťa 
tie lúče, ktoré nepochádzajú priamo z ohniska. Zostávajúce lúče, ktoré bodovou clonou prejdú, 
sa zhromažďujú na fotonásobiči, kde ďalej prebieha rekonštrukcia obrazu. Jednou z mála 
nevýhod bodového zobrazenia je fakt, že v danom momente dochádza k emisii menšieho počtu 
fotónov. Preto je potrebné každý bod osvetliť na dlhší čas, aby bolo meranie presné a dosiahnutý 
obraz bol v požadovanej kvalite. To tým pádom predlžuje čas potrebný k vytvoreniu obrazu bod 
po bode. Riešením je použitie svetla s vysokou intenzitou. V súčasnej dobe sú využívaným 
zdrojovým svetlom lasere, ktorých výhoda spočíva v dostupnosti širokého rozsahu vlnových 
dĺžok. [7] 
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Obr.4: Snímky z konfokálneho mikroskopu Leica TCS SP8 – na obrázku vľavo je sietnica myši a na obrázku 
v pravo nervovo-svalová platnička. [19] 
 
4.2.1 LSCM 
Laserový rastrovací konfokálny mikroskop (Laser Scanning Confocal Microscope) je 
v súčasnosti najpoužívanejšia variácia konfokálneho mikroskopu v biomedicíne. Výsledný obraz 
s vysokým rozlíšením je dosiahnutý na základe skenovania bodu po bode. Zdrojom svetla, ktoré 
je zodpovedné za excitáciu je väčšinou bodový laser. Posun ohniska excitujúceho laserového 
lúču obstaráva skenovacie zariadenie. Obraz celej zaostrenej roviny sa môže získať viacerími 
postupmi: 
 Rozmetanie laserového lúču 
 Priečny posun vzorky pod objektívom 
 Posun objektívu nad vzorkou 
Mikroskop zahŕňa dve bodové clonky. Prvá (light source pinhole) je objektívom mikroskopu 
zobrazená na vzorku do bodu, ktorého priemer sa rovná difrakčnej medzi mikroskopu. Druhá 
bodová clonka (detector pinhole) je v mieste, kde objektív zameriava svetlo z ohniskovej roviny 
vzorky. Slúži na odfiltrovanie emitovaného svetla. Mikroskop ďalej zahŕňa objektív, excitaćný 
a emisný filter, dichroické zrkadlo a detektor. Detektorom je fotonásobič, ktorý je pripojený na 
počítač. Počítač zároveň dostáva informácie o súradniciach snímaného bodu, na základe čoho 
skladá obraz. [9] 
17 
 
4.2.2 TSCM 
Tandemový konfokálny mikroskop (Tandem Scanning Confocal Microscopy) namiesto 
skenovacieho zariadenia obsahuje rotujúci Nipkov kotúč, na ktorom sa nachádza viacero 
oddelených cloniek. Otvory na nipkovom kotúči, ktorých je rádovo až sto tisíc sú usporiadane 
v špirálach a rotujú rýchlosťou desiatok Hz. Vzorka pod tandemovým mikroskopom sa pozoruje 
buď okulárom v reálnom čase, alebo pomocou chladenej CCD kamery. [8][9] 
4.3 Porovnanie fluorescenčnej a konfokálnej mikroskopie 
Konfokálny mikroskop poskytuje vyššiu rozlišovaciu schopnosť, ktorá je daná detekciou svetla 
len z ohniskovej roviny mikroskopu. Bodová clonka eliminuje neostrý signál vertikálne aj 
horizontálne. Fluoresecenčný mikroskop prepokladá nekonečne malú hrúbku vzorky a kvalita 
zobrazenia je tak nepriaznivo ovplyvnená prekrývaním neostrými obrazmi rovín, ktoré 
prekrývajú obraz roviny, do ktorej je mikroskop zaostrený. Konfokálna mikroskopia ďalej 
umožňuje 3D rekonštrukciu obrazu, ktorá nie je limitovaná Reyleghovym kritériom. Obraz 
vzniká skladaním z jednotlivých bodov. Naproti tomu, fluorescenčným mikroskopom sa dajú 
pozorovať len vzorky, ktorých hrúbka je menšia, než je hĺbka ostrosti objektívu. [9] 
Oproti značným výhodám konfokálnej mikroskopie sa ako menšia nevýhoda môže javiť cena 
konfokálneho mikroskopu, ktorá ja 5-10 krát väčšia. Oproti fluorescenčným mikroskopom, kde 
je zdrojom svetla ortuťová výbojka, konfokálny mikroskop vyžaduje mimoriadne silný zdroj, 
akým je laser. Na cene sa takisto prejavuje aj použitie špeciálnej technológie detekcie fotónov 
z horizontálnej roviny. Nevýodou je tiež zaťaženosť štatistickým šumom, ktorého veľkosť závisí 
od počtu detekovaných fotónov. [9] 
4.4 Konfokálny mikroskop Leica TCS SP8 X 
Mikroskop Leica TCS SP8 X sa vďaka svojej presnosti a vysokorýchlostnému snímaniu využíva 
v biomedicínskom výskume na najvyššej úrovni. Je vybavený až paitimi spektrálnymi 
detekčnými kanálmi, vďaka čomu je prispôsobiteľný veľkej škále meraní a zabezpečuje tak 
úplnu spektrálnu slobodu. Voľba flurescenčného farbiva teda nie je obmedzená hardvérom, ale je 
plne v rukách výskumníka. [10] 
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Leica okrem iného dokáže za pomoci hybridných detektorov a bieleho laseru využívať funkciu 
time gate. Nastavením detektorov tak, aby nezbierali žiadny signál počas laserového pulzu je 
možné detekovať flurescenčnú emisiu iba v čase medzi svetelnými pulzami. Nastavením 
požadovaného časového okna sa tak odstráni neželaný signál z obrazových dát a nežiadúca 
fluorescencia.Týmto spôsobom je možné získať vysoko kontrastný snímok bez vedľajších rušení, 
ako napríklad zvskový odraz. Konfkokálny mikroskop Leica je ďalej vybavený pulzným bielym 
laserom (WLL), ktorého hlavnou výhodou je možnosť ladenia farby pre simultánnu excitáciu 
série vzoriek. Vďaka tomu a dostatočnej intenzite je pulzný biely laser ideálny k meraniam 
životnosti fluorescencie (FLIM). WLL sa skladá z IR – vláknového pulzného laseru s vysokou 
energiou, ktorý je napájaný cez fotonické kryštálové vlákno. Poskytuje tak zdroj svetla, ktoré je 
dostatočne intezívne a zamerateľné. Biely laser umožňuje plynulé ladenie farby v oblasti celého 
spektra od modrej po červenú. Štandardom je osem paralelne laditelných farieb. V spojení 
s konfokálnym mikroskopom Leica a možnosťou pulznej emisie, poskytuje viacero výhod, ako 
napríklad jedno fotónové zobrazenie životnosti fluorescencie, alebo potlačenie excitačného 
svetla na detekčnom kanále na základe filtrovania emisie. [10][11][17] 
Obr.5: Konfokálny mikroskop Leica TCS SP8 X s kompletným vybavením. [10] 
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5 FLIM 
FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) je zobrazovacia metóda v konfokálnej mikroskopii, 
pomocou ktorej sa meria priemerný čas, počas ktorého pretrváva fluorofor v excitovanom stave, 
predtým ako sa vracia do stavu základného. Prechod medzi excitovaným a základným stavom je 
sprevádzaný fluorescenciou a tento jav je charakteristický pre každé farbivo a jeho prostredie. 
Emisia fotónu z fluoroforu netrvá vždy rovnaký čas. Preto sa sleduje distribúcia rôznych 
detekčných časov, ktoré sú charakteristické exponenciálnym poklesom. Časová konštanta tohto 
poklesu sa vyjadruje ako trvanie, respektíve životnosť fluorescencie. Životnosť fluorescencie sa 
môže meniť v závislosti s okolitým prostredím, preto je časová informácia o jej trvaní veľmi 
cennou informáciou pri analýze parametrov molekulárneho prostredia, ako je koncentrácia 
iónov, hodnota pH, lipofilita, alebo väzby s inými molekulami. [14][15] 
5.1 Technická realizácia 
Na to, aby sme boli schopní určiť časovú životnosť fluorescencie sa využíva technika zvaná 
TCSPC (Time-Correlated Single Photon Counting). Táto metóda je založená na meraní času 
medzi excitáciou a príchodom emitovaného fotónu na detektor. Vybudenie vzorky do 
excitovaného stavu sa deje pomcou pulzného laseru. Na to, aby bolo možné zmerať tento čas,  
TCSPC musí mať presne definovaný začiaitok a koniec merania. Štartovací signál je 
sprostriedkovaný elektronikou, ktorá riadi pulzný laser, alebo fotodiódu. Signál určujúci koniec 
definuje citlivý jednofotonový detektor v momente detekcie. Meranie týchto časových úsekov sa 
opakuje veľakrát za sebou, aby sa získala štatistická povaha emisie. Namerané časové úseky sú 
potom zoradené v historame, ktorý zobrazuje výskyt emisií v priebehu času po excitačnom 
pulze. V konečnom štádiu je vytvorený obraz trvania fluorescencie v jedotlivých oblastiach tým, 
źe fotóny sú priradené jednotlivým pixelom na základe času príchodu na detektor. [15] 
Z praktického hladiska má použitie TCSPC viacero hardvérových požiadaviek. V prvom rade je 
nevyhnutné použitie zdroju s pulzným svetlom, ako napríklad pulzný laser. Výhodou je použitie 
bieleho laseru, ktorý nie je obmedzený šírkou excitačného spektra. Nevyhnutnou súčasťou je 
samozrejme aj zodpovedajúca optika. Špičkou na trhu je spomínaný model TCS SP8 X od firmy 
Leica. Ďalšou dôležitou súčasťou sú jedno-fotónové detekčné moduly s požadovanou citlivosťou 
a časovým rozlíšením. Pre FLIM zobrazovanie sa využívajú fotonásobiče, lavínové fotodiódy, 
alebo hybridné detektory. V neposlednom rade je dôležitou súčasťou aj vhodná časovacia 
elektronika pre registráciu dát a softvér, ktorý dokáže rekonštruovať výsledné FLIM obrazy. [15] 
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5.2 Využitie 
FLIM kombinuje meranie trvania fluorescencie s grafickou distribúciou časových hodnôt. To 
znamená, že rôzne časové úseky životnosti flurescencie, obdržané na úrovni pixelov sú farebne 
kódované. Výsledkom je teda obraz pozorovanej štruktúry, ktorý nesie informáciu 
o priestorovom rozložení fluorescencie na základe rôznych časov jej životnosti, zároveň 
s informáciou o skúmanom prostredí. Tieto informácie sú prospešné vo viacerých oblastiach.  
[14][15] 
5.2.1 Snímanie prostredia 
FLIM je veľmi cenným nástrojom pre posudzovanie zmien molekulárneho prostredia. Životnosť 
fluorescencie sa môže meniť na základe viacerých faktorov pozorovaného prostredia, ako 
napríklad polarita, pH, teplota, alebo koncentrácia iónov. Na základe tejto skutočnosti je časový 
údaj o pretrvávaní fluorescencie využívaný ako parameter pre biologické senzory. Príkladom 
môže byť sledovanie koncentrácie vápnikových, alebo chloridových iónov, pH, alebo NADH. 
Tlmenie excitovaného stavu vonkajšími faktormi znižuje jeho čas. Výsledkom skracovania 
životnosti sú následne informácie o molekulárnom prostredí a možnosť sledovať kvantitatívne 
rozdiely medzi stlmenými a nestlmenými oblastami fluorfóru. [15] 
5.2.2 FLIM-FRET aplikácia 
Špeciálnym prípadom vplyvu lokálneho prostredia na životnosť fluorescencie je FRET 
(Fluorescence Resonance Enery Trasnfer). FRET  je prenos rezonančnej energie. Základom 
FLIM-FRET aplikácie je značenie potenciálnych väzbových párov spektrálne vzdialenými 
fluorofórmi, a to takým spôsobom, že molekula, ktorá ma funckiu donoru prekrýva excitačné 
spektrum akceptoru. Ak sú oba interagujúce páry v kontakte nikoľkých nanometrov, excitovaný 
donor dokáźe preniesť jeho energiu na akceptor. Prenos energie následne spôsobí pokles v emisí 
donoru a naopak nárast emisie akceptoru. V tomto prípade teda slúži informácia o časovom 
poklese životnosti fluorescencie ako parameter pre intra- a intermolekulárne interakcie v rozsahu 
nanometrov. [15][16] 
5.2.3 Rozlišovanie fluorescenčných značiek a odstránenie pozadia 
S rozvojom fluorforov a všeobecne mikroskopie je možné označiť viacero cieľových molekúl 
súčasne a sledovať tak ich vzájomné interakcie, rovnako ako ich rôznu lokalizáciu v rámci 
vzorky. Na to, aby bolo možné rozpoznať jednotlivé fluorescenčné značenie, jednotlivé oblasti 
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sú zafarbené spektrálne odlišnými fluoroformi. Použitím FLIM tak vzniká možnosť paralelne 
monitorovať viac fluoroforov vrámci jednej vzorky. 
Najjednoduchším spôsobom, ako rozpoznať rôzne flurescenčné signály v biologickej vzorke je 
odlíšenie fluorescenčného značenia od autofluorescencie. Táto aplikácia je predovšetkým nutná  
pri pozorovaní vzoriek tkaniva a rastlinných buniek s autofluorescenčným prostredím. Pomocou 
FLIM je tak možné odlíšiť fluorescenčné značenie od autofluorescenčneho pozadia. [15] 
5.2.4 Aplikácia FLIM pri analýze tkaniva 
Autofluorescencia sa bežne využíva v medicínsky zameraných aplikáciách. Poskytuje totiž 
veľmi špecifické informácie o určitých tkanivách. V tomto prípade sa využíva dvojfotónová 
excitácia (TPE), ktorá umožňuje zobrazenie hustejších tkanív. Hlavným cieľom je detekcia 
špecifických rozdielov medzi tkanivami. Umožňuje rozlišovať medzi zdravým a napadnutým 
zubným tkanivom, detekciu aterosklerózy a identifikáciu štruktúr v rámci kože, alebo sietnice. 
[15] 
 
Obr.6: Snímky dosiahnuté metódou FLIM – doba života fluorescencie. [15] 
 
6 Fluorescenčné značenie pre potreby kvaziFLIM 
Pre potreby nášho experimentu s využitím konfokálneho mikroskopu a následného vytvorenia 
kvaziFLIM sme pracovali s farbivami Kalceín AM a Ethidium homodimér-1.  
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6.1 Kalcein AM 
Acetometoxy derivát kalceínu (Kalcein AM) je farbivo, ktoré  sa využíva k stanoveniu 
životaschopnosti väčšiny eukaryotických buniek. Za normálnych podmienok nevykazuje 
fluorescenciu. V porovnaní s kalceínom vykazuje zvýšenú hydrofobicitu, vďaka čomu ľahko 
prechádza cez bunečné membrány živých buniek. V okamihu transportu do živej bunky 
vnútrobunečné esterázy odštiepia AM skupiny a molekula kalceinu sa naviaže na vápnik 
v bunke. Tento proces vedie k výraznej fluorescencií v zelenej časti spektra. Stanovenie 
životaschopnosti buniek je zaistené faktom, že v mŕtvych bunkách absentuje prítomnosť esteráz, 
čo zapríčiňuje, že tento proces sa môže odohrať len v bunkách živých. Kalceín AM je okrem 
iného najvhodnejšia fluorescenčná značka z dôvodu jeho nízkej toxicity. Kalceín nemá 
významný vplyv na bunečné funkcie ako proliferácia, alebo chemotaxia lymfocytov. Kalceín 
AM má absorbčné maximum pri 495 nm a emituje v zelenej oblasti spektra pri vlnovej dĺžke 515 
nm. [21][22] 
 
Obr.7: Excitačné a emisné spektrum kalceinu AM. [21]  
 
6.2 Ethidium homodimér-1 (EthD-1) 
Ethidium homodimér-1 je indikátor viability buniek, ktorý sa vyznačuje vysokou afinitou 
k DNA. Na rozdiel od kalceíu AM sa používa k detekovaniu mŕtvych buniek. Za normálnych 
okolností je membrána pre EthD-1 nepriepustná. Ak však nastane bunečná smrť, plazmatické 
membrány mŕtvych buniek sa narušia a EthD-1 tak môže cez membrány prestupovať a viazať sa 
na DNA. Keďže živé bunky týmto defektom nedisponujú, značené sú len tie, ktoré sú mŕtve. 
Značenie týmto spôsobom je vhodné pre väčšinu eukaryotikých buniek, nepoužíva sa však 
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k značeniu baktérii, alebo kvasiniek. EthD-1 emituje červené svetlo v oblasti ~617 nm pri 
excitačnom maxime približne 528 nm. [23] 
 
Obr.8: Excitačné a emisné spektrum EthD-1. [23]  
 
7 Meranie kvazi FLIM pomocou funkcie TimeGate 
7.1 Použité bunky  
Pre potreby nášho experimentu s využitím konfokálneho mikroskopu a následného vytvorenia 
kvaziFLIM som pracoval s dvoma preparátmi. V prvej časti sme zriadili snímky rezu konvalinky 
a v naväzujúcej časti som mal k dispozícii myocyty. 
7.1.1 Myocyty 
 Myocyty sú základnou bunkou svalového tkaniva, ktorého hlavnou funkciou je kontrakcia, čím 
vytvára, alebo mení mechanické napätie. Zaisťuje pohyb organizmu a jeho častí. U trubicových 
orgánov má na starosť ich peristaltické pohyby, alebo zmeny priesvitu (cievy) a pravidelné sťahy 
srdca. Sťažlivosť svalových elementov podmieňujú kontraktilné bielkoviny aktín a myozín, ktoré 
sa vyskytujú v cytoplazme. Tie premieňajú chemickú energiu v podobe ATP na energiu 
mechanickú. [20] 
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7.1.2 Príprava a farbenie myocytov 
Po odobraní buniek sa myocyty kultivujú a uschovávajú tradične pri teplote 4°C. Pre kultivované 
bunky je bežné, že časom sa výrazne mení zastúpenie živých buniek a narastá počet buniek 
mŕtych. Preto je dôležité s bunkami pracovať čo najskôr, aby sa predišlo nekvalitným 
výsledkom. K farbeniu buniek boli použité už spomenuté kalcein AM a Ethidium homodimer-1. 
Do skúmavky sa najprv pomocou pipety nanesie približne 0,5 ml buniek. Bunky vpriebehu 
uschovania sedimentovali ku dnu, preto je dôležité pipetovať čo možno najbližšie dnu. Zvýši sa 
tak pravdepodobnosť lokalizácie vhodných oblastí a celkovo efektivita celého experimentu. Do 
skúmavky s bunkami sa následne pridá kalcein AM v objeme 0,5 µl a zvyšok skúmavky sa 
doplní fyziologickým roztokom. Po premiešaní celého obsahu sa musí nechať skúmavku 
približne 45 minút kultivovať, aby sa použité farbivo dobre naviazalo. Rovnaký proces sme 
zopakovali v druhej skúmavke s EthD-1. Po inkubácí sú bunky pripravené na snímanie pod 
mikroskopom. 
 
7.2 Práca s konfokálnym mikroskopom 
Praktická časť tejto bakalárskej práce je zameraná na prácu so systémom FLIM a následné 
spracovanie zriadených snímkov. V súvislosti s touto prácou som pracoval na mikroskope Leica 
TCS SP8 X, na ktorom boli zhotovené sady fluorescenčných snímkov rezu konvalinky a snímky 
myocytov v časti druhej. 
7.2.1 Snímky rezu konvalinky 
Pri práci s konfokálnym mikroskopom Leica sme využili jeho výhody, ktoré spočívajú v 
možnostiach pulzného laditeľného laseru, funkcie TimeGate a hybridných detektorov. Na 
základe toho boli zriadené fluorescenčné snímky rezu konvalinky v rôznych časových oblastiach, 
ktoré slúžili ako testovacie. Výhoda funkcie TimeGate spočíva v nastavení požadovaného 
časového okna, počas ktorého detektory snímajú emitované žiarenie v oblasti viditeľnej časti 
spektra. Najkratšiu šírku okna je možné nastaviť na úroveň 3.5 ns. S takto nastaveným oknom 
sme pracovali aj počas experimentu s konvalinkou. V prvom kroku bolo okno funkcie TimeGate 
nastavené na úsek 0-3,5 ns. To znamená, že detekcia fluorescencie prebehla v romedzí 0-3,5 ns 
po emitovaní svetla. Každým ďalším krokom sme následne okno posúvali o 0,3 ns. Týmto 
spôsobom tak bolo vyhotovených celkovo 10 snímkov až po úsek 2,7-6,2 ns, ktoré boli použité 
pre vytvorenie kvaziFLIM. Pozorovaný preparát rezu konvalinkou vykazoval fluorescenciu 
v zelenej oblasti spektra, pričom jej intenzita podla predpokladu v čase klesala v každej oblasti. 
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Nasledujúce snímky zobrazujú fluorescenciu rezu konvalinky v rozdielnych časových úsekoch. 
Snímky boli zhotovené na konfokálnom mikroskope Leica TCS SP8 X.  
Obr.9: Fluorescenčný snímok rezu konvalinkou v časovej oblasti 0-3.5 ns (vľavo) a 0.3-3.8 ns (vpravo). 
 
 
 
 
 
  
 
 
Obr.10: Fluorescenčný snímok rezu konvalinkou v časovej oblasti 0.6-4.1 ns (vľavo) a 0.9-4.4 ns (vpravo). 
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Obr.11: Fluorescenčný snímok rezu konvalinkou v časovej oblasti 1.2-4.7 ns (vľavo) a 1.5-5.0 ns (vpravo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.12: Fluorescenčný snímok rezu konvalinkou v časovej oblasti 1.8-5.3 ns (vľavo) a 2.1-5.6 ns (vpravo). 
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Obr.13: Fluorescenčný snímok rezu konvalinkou v časovej oblasti 2.4-5.9 ns (vľavo) a 2.7-6.2 ns (vpravo). 
 
7.2.2 Snímky myocytov 
Naväzujúca časť experimentu spočívala v práci so živočíšnymi bunkami. Pre zrovnanie 
s rastlinnou štruktúrou sme použili myocyty, ktoré boli značené dvomi rôznymi farbivami. 
Značenie Kalceínom AM sa používa na indikáciu životaschopnosti živých buniek. Po ožiarení 
emituje zelené svetlo vlnovej dĺžky ~515 nm. V tomto prípade sme opäť pomocou TimeGate 
nastavili šírku okna na hodnotu 3,5 ns. Na rozdiel od práce s konvalinkou, kde sme časové okno 
posúvali v každom kroku o 0,3 ns, pri práci s myocytmi boli snímky zhotovené s odstupom 1 ns, 
pričom posledný poskytoval informáciu o fluorescencií v časovom úseku 8-11,5 ns. Postupne tak 
vzniklo 9 snímok. Percentuálny zisk hybridného detektoru počas snímania v prvej fáze 
predstavoval 58%. Pri opakovaní tohto experimentu sme nastavili zisk detektorov na hodnotu 
125%, vzhľadom na to, že v prvom prípade boli posledné snímky príliš slabé. Táto hodnota už 
bola hraničná. 
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Obr.14: Myocyt zobrazený konfokálnym mikroskopom Leica TCS SP8 X. 
 
 
Obr.15: Živé myocyty značené kalceinom AM v časovej oblasti 0-3.5 ns (vľavo) a 1-4.5 ns (vpravo). 
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Obr.16: Živé myocyty značené kalceinom AM v časovej oblasti 2-5.5 ns (vľavo) a 3-6.5 ns (vpravo). 
 
 
 
Obr.17: Živé myocyty značené kalceinom AM v časovej oblasti 4-7.5 ns (vľavo) a 5-8.5 (vpravo). 
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Obr.18: Živé myocyty značené kalceinom AM v časovej oblasti 6-9.5 ns (vľavo) a 7-10.5 ns (vpravo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.19: Živé myocyty značené kalceinom AM v časovej oblasti 8-11.5 ns. 
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Na značenie mŕtvych buniek sa bežne využíva Ethidium Homodimer-1, pre ktorý sú plazmatické 
membrány živých buniek nepriepustné. Bunky značené EthD-1 vykazujú fluorescenciu 
v červenej časti spektra a to konkrétne pri vlnovej dĺžke ~617 nm. Aj v tomto prípade sme šírku 
okna ponechali na najmenšej možnej hodnote 3,5 ns a týmto spôsobom sme opäť zhotovili 9 
snímok vybranej oblasti s krokovaním 1 ns. Zisk detektorov bol v tomto prípade nastavený na 
238%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.20: Mŕtve myocyty značené EthD-1 v časovej oblasti 0-3.5 ns (vľavo) a 1-4.5 ns (vpravo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.21: Mŕtve myocyty značené EthD-1 v časovej oblasti 2-5.5 ns (vľavo) a 3-6-5 ns (vpravo). 
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Obr.22: Mŕtve myocyty značené EthD-1 v časovej oblasti 4-7.5 ns (vľavo) a 5-8.5 ns (vpravo).  
 
 
Obr.23: Mŕtve myocyty značené EthD-1 v časovej oblasti 6-9.5 ns (vľavo) a 7-10.5 ns (vpravo). 
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Obr.24: Mŕtve myocyty značené EthD-1 v časovej oblasti 8-11.5 ns (vľavo) a detail myocytu pod mikroskopom 
Leica TCS SP8 X (vpravo). 
 
 
8 Vytvorenie kvaziFLIM v prostredí Matlab 
Cielom práce v prostredí Matlab bolo realizovať algoritmus, ktorý v konečnom dôsledku bude 
v pseudofarbách vyobrazovať dobu života fluorescencie v použitých rastlinných a živočíšnych 
bunkách. K vytvorenému algoritmu bolo následne vytvorené uživateľské prostredie pomocou 
guide.   
8.1 Spracovanie snímok 
Všetky snímky vytvorené na konfokálnom mikroskope boli exportované vo formáte TIF. TIF je 
flexibilný a adaptabilný formát, pre spracovanie obrázkov a dát v jednom súbore. Jeho výhoda 
spočíva v schopnosti ukladať obrazové dáta v bezstratovom formáte. Na rozdiel od štandartných 
JPEG súborov, TIF súbory využívajú bezstratovú kompresiu a môžu byť editované a znova 
ukladané bez úbytku kvality obrazu. [24] 
Všetky skeny exportované z mikroskopu do Matlabu sú RGB typu uint8, čo značí, že sa jedná 
o celočíselnú hodnotu v rozmedzí 0-255. Všetky RGB snímky sú v matlabe zapisované vo forme 
34 
 
troch matíc, pričom každá reprezentuje jednu farbu (červená, zelená, modrá). Skladaním rôznych 
hodnôt na rovnakej pozícií tak môžu vznikať ostatné farby. Číselná hodnota na určitej pozícií 
určuje intenzitu v príslušnom pixely. 
 
 
 
 
Obr.25: Blokové schéma algoritmu pre vytvorenie pseudofarebného snímku. 
 
 
Hlavná funkcia slúži na vytvorenie pseudofarebného snímku na základe prahovania. Celý postup 
spočíva v priraďovaní určitej farby všetkým podprahovým hodnotám v určitom čase. Každá 
farba tak reprezentuje jeden časový úsek a v konečnom dôsledku udáva informáciu o tom, ako 
dlho v danom mieste pretrváva fluorescencia.  Základom algoritmu je teda určenie intezitného 
prahu. Tento prah predstavuje hranicu, kde jedna pseudofarba prechádza do druhej. Program 
jednoducho prechádza maticu, ktorej  hodnoty zodpovedajú počtu a hodnotám pixelov 
analyzovaného snímku. To znamená, že všetkým pixelom prvého snímku, ktorých intezita bola 
menšia ako stanovený prah bola priradená prvá pseudofarba. Program vzápätí prejde na ďalší 
snímok nasledujúceho časového úseku. V tomto snímku v porovnaní s predchádzajúcim poklesli 
všetky hodnoty intezity, čo znamená, že pod stanovený prah sa dostali ďalšie hodnoty. 
Algoritmus teda opäť prechádza celý snímok po pixeli a všetkým podprahovým hodnotám, 
ktorým ešte nieje pridelená pseudofarba z predchádzajúceho kroku, pridelí nasledujúcu 
pseudofarbu v poradí. Rovnakým princípom sú priradené pseudofarby všetkým zostávajúcim 
snímkom. Konečným výsledkom je snímok na ktorom je pseudofarbami vyobrazená doba života 
fluorescencie v závislosti na čase. K priraďovaniu farieb je vzatá za vzor farebná mapa typu JET. 
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Ukážka časti zdrojového kódu, ktorá priraďuje pseudofarbu na základe stanoveného prahu: 
 
 
R = img1(:,:,1); 
G = img1(:,:,2); 
B = img1(:,:,3); 
for i=1:size(G) 
for j=1:size(G) 
if G(i,j)<prah 
G(i,j)=0; 
B(i,j)=150; 
end 
end 
end 
img1(:,:,2)=G; 
img1(:,:,3)=B; 
 
Na nasledujúcich obrázkoch je ukázané, ako funguje detekcia podprahových hodnôt a následné 
priradenie pseudofarby. V tomto prípade sa jedná o snímok v časovej oblasti 0-3.5 ns. 
Podprahovým hodnotám je priradená modrá farba. 
Obr.26: Snímok pozostávajúci z podprahových hodnôt intenzity (vľavo) a priradenie pseudofarby podprahovým 
hodnotám (vpravo). 
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8.2 Užívateľské prostredie GUI 
Jednou z hlavných úloch tejto bakalárskej práce bolo vytvoriť k navrhnutému algoritmu 
uživateľské prostredie. Vďaka nemu sa práca s programom stáva rýchla a jednoduchá pre 
každého užívateľa. Uživateľské prostredie je vytvorené v grafickom užívateľskom rozhraní GUI, 
ktoré je súčasťou Matlabu. Poskytuje tak kontrolu nad vstupmi a parametrami, ktoré sa pri 
výpočte používajú. 
8.2.1 Jednotlivé prvky 
Control panel obsahuje štyri tlačítka, ktoré ovládajú určité funkcie uživateľského prostredia. 
Load files – Prvým krokom je načítanie jednotlivých obrázkov zo súboru. Program je 
dizajnovaný pre prácu s celkovo deviatimi snímkami. Práca s väčším počtom obrázkov počas 
tohto experimentu nemá zmysel. V prvom rade je to zapríčinené obmedzeným časovým 
rozsahom funkcie TimeGate a okrem toho intenzita flurescencie z dlhších časových úsekov je už 
príliš slabá. 
Clear all – funkcia tohto tlačítka slúži k vymazaniu načítaných obrázkov a nastaveniu všetkých 
parametrov na východziu hodnotu. 
Adjust – Tlačítko Adjust je posledným povinným krokom pred spustením výpočtu. Pomocou 
neho sa potvrdzujú všetky zmeny, ktoré boli počas práce vykonané 
Save image – Umožňuje uložiť vygenerovaný pseudofarebný obrázok do želaného súboru. 
Všetky načítané snímky sú viditeľné v poli listboxu zoradené pod sebou. Na to aby program 
správne vygeneroval pseudofarebný snímok, musí pracovať s jednotlivými časovými úsekmi 
chronologicky zoradenými. Algoritmus zohľadňuje aj prípadné načítanie snímkov, ktoré 
neprebehlo v časovom poradí v akom boli snímky spravené. Pred spustením výpočtu sa všetky 
načítané snímky zoradia do štruktúry podla abecedy. Je teda dôležité aby nazov snímkov 
obsahoval aj časový úsek z ktorého boli snímané.  
Najdôležitejším parametrom pri generovaní pseudofarebného obrázku je nastavenie prahu. Tento 
prah slúži ako hraničná hodnota, kedy jedna farba prechádza do nasledujúcej. Program umožňuje 
užívateľovi výber z dvoch možností. Prvou je manuálne nastavenie prahu. To sa deje pomocou 
spätej väzby medzi posuvníkom a textovým oknom. Užívateľ teda môže jednoducho napísať 
hodnotu prahu do textového okna, alebo ju nastaviť pomocou posuvníka. Pri zmene jeho polohy 
sa v textovom okne ukazuje aktuálna nastavená hodnota. 
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Druhým spôsobom je potvrdenie automatického nastavenia prahu. V tomto prídade sa manuálne 
nastavenie prahu stane neaktívnym a program sám nastaví ideálnu prahovú hodnotu vhodnú pre 
dané snímky. 
Run – tlačítko Run spúšťa generovanie pseudofarebného obrázku z načítaných fluorescenčných 
snímok. 
Close – Potvrdením tohto tlačítka sa zavrie celé uživateľské prostredie a zároveň sa vymažú 
všetky premenné uložené vo Workspace.  
Vygenerovaný obrázok sa zobrazuje v poli axes. Pri zmene niektorých z parametrov a spustení 
výpočtu na novo, sa nový obrázok opäť objaví v tomto poli namiesto predošlého. 
 
8.2.2 Návod pre prácu s programom 
1) Načítanie všetkých deviatich snímok zo súboru do štruktúry. Nie je dôležité načítať 
snímky chronologicky. 
2) Nastavenie prahovej hodnoty manuálnym výberom, alebo potvrdením automatického 
nastavenia 
3) Potvrdiť všetky zmeny tlačítkom Adjust 
4) Spustiť výpočet pre generovanie pseudofarebného obrázku tlačítkom Run. 
5) Možnosť uložiť vygenerovaný obrázok do súboru pomocou tlačítka Save image. 
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Obr.27: Uživateľské prostredie. 
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9 Výsledky a zhodnotenie 
9.1 Pseudofarebné vyobrazenie doby života fluorescencie 
Pomocou navrhnutého algoritmu som vytvoril pseudofarebné snímky rezu konvalinky 
a myocytov značených kalceínom AM, respektíve EthD-1. Na nasledujúcich obrázkoch sú 
zobrazené vygenerované pseudofarebné snímky rezu konvalinky a myocytov. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.28: Pseudofarebne vyobrazená doba života fluorescencie rezu konvalinky. 
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Obr.29: Pseudofarebne vyobrazené doba života fluorescencie myocytu značeného kalceinom AM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.30: Pseudofarebne vyobrazená doba života fluorescencie myocytu značeného EthD-1. 
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9.2 Porovnanie výsledkov 
Pomocou navrhnutého algoritmu som získal pseudofarebné snímky pri všetkých troch typoch 
experimentu. Všetky snímky boli spracované rovnakou metódou. Pri porovnaní rastlinnej 
a živočíšnej bunky je najpodstatnejší rozdiel v samotnej dobe, počas ktorej bola fluorescencia 
ešte detekovaná. Pri reze konvalinky je maximálna časová hodnota 6.2 ns, pričom u oboch typov 
myocytov bola fluorescencia detekovaná ešte pri 11.5 ns, to znamená pri maximálnej časovej 
hodnote, ktorú nám funkcia TimeGate dovolovala nastaviť. Pri analýze rezu konvalinky je ďalej 
zrejmé, že fluorescencia vo veľkej väčšine častí vydržala veľmi krátko, približne do 2 ns. Na 
druhej strane oba typy myocytov vykazujú fluorescenciu do maximálneho časového úseku vo 
väčšine bunky. 
Pri vzájomnej analýze živých myocytov značených kalceinom AM a mŕtvych, ktoré boli značené 
EthD-1 si môžeme všimnúť, že na snímku mŕtveho myocytu bola fluorescencia z časti 
detekovaná aj mimo bunky, čo je viditeľné vo forme farebných bodiek na tmavom pozadí. Tento 
fakt mohol byť spôsobený tým, že membrány buniek sú pre EthD-1 priepustné len pri narušení 
spôsobenom bunečnou smrťou a v tomto prípade nemuseli byť membrány pre farbivo úplne 
priepustné. Ďalším možným dôvodom môže byť nevyhovujúca koncentrácia farbiva pri príprave 
preparátu. 
9.2.1 Porovnanie kvaziFLIM s klasickým systémom FLIM 
Navrhnutým algoritmom pre kvazi FLIM som sa snažil priblížit výsledkom s klasikého FLIM 
systmému. Dosiahnutá metóda sa oproti klasickému systému líši v zopár bodoch. Obrázok č.28 
ukazuje exponenciálny pokles počtu fotónov v závislosti na čase po excitácií farbiva. 
Exponenciálnym poklesom je charakteristický aj klasický FLIM systém, rozdielom je však 
ďaleko väčšie časové rozlíšenie oproti kvazi FLIM. Funkcia TimeGate, vďaka ktorej sme získali 
jednotlivé fluorescenčné snímky dovoluje nastaviť časové okno na minimálnu hodnotu 3.5 ns. 
Ďalšou veľkou výhodou klasického systému je, že pracuje live, čo u tejto metódy nieje možné. 
Keď sa pozrieme na obrázok č.29, ktorý bol dosiahnutý klasickou metódou,je zrejmé, že 
obrazové rozlíšenie takto vytvorenéno snímku je oveľa väčšie a takisto jednotlivé prechody 
medzi farbami, ktoré reprezentujú určité časové úseky sa javia omnoho citlivejšie. V konečnom 
dôsledku sa mi však podarilo vytvoriť funkčnú verziu kvazi FLIM,  ktorá napriek rozlišovacím 
nedostatkom zobrazuje v pseudofarbách dobu života fluorescencie jednotlivých skúmaných 
štruktúr.  
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Obr.31: Exponenciálny pokles počtu fotónov v závislosti na čase po excitácií. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr.32: Snímok dosiahnutý klasickou metódou FLIM (vľavo) a snímok dosiahnutý navrhutou metódou kvazi FLIM 
(vpravo). 
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10 Záver 
V tejto bakalárskej práci bolo popísané využitie systému FLIM v bunečnej biológií a boli 
vysvetlené všetky súvisiace pojmy ako fluorescencia, fluorescenčné značenie, fluorescenčná 
a konfokálna mikroskopia. V praktickej časti boli zriadené testovacie snímky rezu konvalinkou 
a myocytov značených Kalceinom AM a Ethidum homodimerom-1. Snímky boli dosiahnuté 
pomocou konfokálneho mikroskopu Leica TCS SP8 X. Ich spracovanie ďalej prebiehalo 
v prostredí Matlab. Ku algoritmu pre kvazi FLIM som vytvoril uživateľské rozhranie v prostredí 
GUI. Jeho hlavná úloha spočíva v uľahčení prace s programom pre užívateľa. Výsledkom je 
vyobrazená doba života fluorescencie pomocou pseudofarieb. V záverečnej časti práce sú 
zobrazené jednotlivé snímky rastlinných a živočíšnych štruktúr a popísaný postup ich 
spracovania do konečnej podoby. Táto časť práce takisto obsahuje aj vzájomné porovnanie 
oboch typov štruktúr, ako aj porovnanie metódy kvazi FLIM s klasickým FLIM systémom. 
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12 Zoznam pojmov 
FLIM – zobrazenie života fluorescencie 
FITC – fluorescein-5-isothiokyanát 
TRITC – tetramethylrhodamin-5-isothiokyanát 
DNA – deoxiribonukleová kyselina 
UV – ultrafialové žiarenie 
IR – infračervené žiarenie 
LSCM – laserový rastrovací konfokálny mikroskop 
TSCM – mikroskop s rotujúcim diskom 
WLL – biely laser 
TCSPC – časovo korelované jednofotónové meranie 
FRET – transfer resonančnej fluorescenčnej energie 
AM – acetoxymethylester 
EthD-1 – ethidium homodimer-1 
ATP – adenosintrifosfát 
